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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
フィプロインはカイコ(β01吻昭 ηorDの生産する絹糸の主成分タンパク質で
あり、後部絹糸腺(postedorsilkgland;.PSG)において組織特異的に、そ して幼
虫の脱皮周期の令期特異的に合成、腺腔内に分泌されるタンパク質である。フ
ィブ〔]インの化学的性質に関する研究は、1907年にE.Ficherがフ ィプロインの
酸分解物か らGly-Alaジペプチ ドを分離 したことに始ま り、多くの研究者によ
り研究が行なわれてきた。
フ ィプロインのアミノ酸組成は極めて特徴的で、グリシン、アラニン、セ リ
ンといった側鎖の短いアミノ酸が全アミノ酸の約90%を 占める。これによりフ
イブロイン鎖内、鎖間で多 くの水素結合が形成され安定化するため、フ ィプロ
インは βシー ト構造を形成 しやすい性質を示すと考えられている。フ ィプロイ
ンは βシー ト構造をとることによる難溶性と巨大な分子量のため、その解析に
はかなりの困難が伴な った。
研究当初は高分子の単一のポリペプチ ド鎖と考えられていたが、1970年代に
な りフ ィプロイン中に低分子タンパク質成分の存在が示され、さ らに1980年
代になるとフラ ンスのP.CoubleらはP25の遺伝子配列を、当研究室の山□ら
はL鎖 のcDNAをそれぞれク[コー ニ ング した 。さ らに当研究室(東 北大、農、
分子生物)の 田中らは特異抗体を用いた解析からL鎖 がH鎖 とジスルフ ィド結
ド
合を形成 し、P25はH-Lサブユニット成分に非共有結合的(主 に疎水的)に 相
互作用していることを示 した。これによりL鎖 がH鎖 とジスルフ ィド結合を形
成し、このサブユニ ット成分にP25が疎水的に相互作用することで複合体を形
成 してフ ィプロインの細胞内輸送と分泌が行われるというモデルが考えられる
に至 った。そして当研究室では複合体に関する研究が始められた。
まず田中らは部位特異抗体を用いた解析によりL鎖 がH鎖 のC末 端領域と
ジスルフ ィド結合 していることを示した。さらに盛らによりL鎖 に遺伝的変異
をもつ裸蠕変異種(ノ>4-5、ノ>4-5D)ではL鎖 のC末 端領域がexonshufning機i構
により除かれたためH鎖 一L鎖間でジスルフ ィド結合が形成されず後部絹糸腺腺'
腔[‡〕へのフ ィプロイン分泌量が正常品種(J-139)の1%以下に減少することが
示された。これによりフ ィプロインの効率的な細胞内輸送と分泌には分子間ジ
スルフ ィド結合を介したサブユ=:ット構造が不可欠であることが示された。
もう一つの低分子成分であるP25は田中による種々のレクチンとの反応性、
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グリコシダーゼ感受性の結果か ら高マンノース型糖鎖が付加していることが示
唆されたがタンパク質としての性質、機能はほとんど明らかとなっていなかっ
た。そこで著者は博士前期課程の研究で後部絹糸腺腺腔内に分泌されたフ ィブ
ロインからP25の精製法を確立し、特異抗体を作製してタンパク質レベルの解
析を行な った。精製P25の リシルエン ドペプチダーゼ消化断片とビオチ ン化
ConAとの反応性から推定アミノ酸配列中に存在する3箇 所のAsn結合型糖鎖
付加可能部位のいずれにも高マ ンノース型糖鎖が付加 していることが示唆され
た。またNative/Tritol1X-1002次元電気泳動の結果などからP25はH鎖 と疎水
的に相互作用していることが示された。しかしP25に付加している糖鎖の構造
に関しての十分な解析は行なわれなか った。
フ ィプロイン分子複合体の構造と後部絹糸腺細胞内での分子複合体の存在様
式は全く明らかとな っていなか ったため、著者は博士前期課程の研究で正常品
種の後部絹糸腺腺腔内に分泌されたフ ィプロイン中の3成 分の分子比を定量的
ELISAにより求めたところH鎖:L鎖:P25=6:6:1で あった(Tabie.1)。
次に正常品種及びH-Lサ ブユニッ ト構造が形成出来ないために分泌量が1%以
下に減少した3種 の分泌変異種{ノ>4ω、/▽4-5、N4-51,}の繭に含まれるフ ィプ
ロイン中の3成 分の分子比を同様に求めたところ正常ではやはりH鎖:L鎖:
P25=6:6:1であり、いずれの変異種でもL鎖 は検出されずH鎖:P25=6:1
であった(Table.1)。以上の結果から著者は細胞内輸送過程でH鎖:L鎖:P25
=6:6:1か らなる高次の複合体が形成されている可能性を示唆したが、その
実体は全く不明であ った。
そこで本研究では①P25の糖タンパク質 として性質を明らかにすること、②
前期課程の研究から示唆された高次の複合体の存在を実証し、その諸性質や存
在様式を明らかにすること、③L鎖 とは異なり機能が明らかとなっていなかっ
たP25一特に付加 している糖鎖一の複合体における機能を明らかにすることに
よりフ ィプロインの細胞内輸送機構を推察することを目的とした。
第2章P25のタ ンパ ク質 レベルの解析
当研究室の田中によるN-glycQsidaseF及び9種 類のレクチンを用いた解析か
らP25は付加様式の異なる2種 類の高マンノース型糖鎖をもつタンパク質であ
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ること、正常品種と3種 の裸蠕変異種間の電気泳動的な挙動の差異(裸 蠕変異
種では正常品種で認められた2つ のバン ドのうち低分子側のバン ドのみ検出)
から両者間で糖鎖付加様式に差があることが示唆された。また著者は博士前期
課程でP25を リシルエン ドペプチダーゼ消化後、逆相系カラムにより分離して
得られた各ピーク画分とbiotinylatedCol1Aとの反応性から糖鎖ll多飾を受けた3
箇所のAs11-69、一113、一133の存在を示 した。しかし糖タンパク質としてのP25
について十分な解析が行われていなか った。そこで、本研究では①P25に付加
している糖鎖の付加様式を明確にすること、②糖タンパク質としてのP25の分
子量を算出すること、③正常品種と裸蠕変異種間の電気泳動的な挙動の差異の
原因を明らかにすることを目的とした。
①P25に付加 している糖鎖 の付加様式の解析
まずレクチンとの反応性からP25に付加 している糖鎖が高マンノース型であ
ることが示唆されていたため本研究ではグリコシダーゼの基質特異性からこの
点を確認することにした。P25を高マンノース型及び混成型感受性、複合型抵
抗性グリコシダーゼであるendoglycosidβseHで消化したところ糖鎖は全て感受
性を示 した(Fig.11ane9)ことから高マンノース型糖鎖が付加 していることが
支持された。
著者の博士前期課程の研究から糖鎖付加可能部位に相当する3箇 所のASI1残
基(As11-69、一1B、一133)が糖鎖修飾を受けていることが示されたが、全てのP25
分子がこれら3箇 所全てに糖鎖修飾を受けているか否かは不明であった。そ こ
でP25をリシルエン ドペプチダーゼ消化後、逆相系カラムに供 して得られた12
種類のピーク成分をサンプル溶液としdabsylchk)rideとの反応性、抗P25ポリ
クローナル抗体との反応性、マイクロシークエンシング、biotinylatedConAと
の反応性をそれぞれ調べた。dabsylchloride、抗P25ポリク〔コー ナル抗体 との 反
応性 が認め られた8種 類のピーク成分をマイク〔]シー クエ ンシ ング した ところ
ゲ ノム配列から推定されたアミノ酸配列中に存在レた。しかし推定アミノ酵配
列中に含まれる3箇 所のAsn結合型糖鎖付加可能部位(As11-X.Ser/Thr)中のAs11
のみPTH-Asnが全 く検出されなかった。糖鎖が付加 したAs11はシークエンス
反応の溶媒である1-chlorobutalle不溶1陛のためPTH-Asnが検出されないことが
示されている。これにより全ての分泌型P25は3箇 所に糖鎖が付加しており電
気泳動的挙動の差異から示唆された糖鎖の付加様式の差は付加している糖鎖数
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の相違(3箇 所と2箇 所など)で はなく付加 している単糖の数(マ ンノースの
付加数など)の 相違に起因しているものと考えられた。
②糖 タンパ ク質と して のP25の分子量算出
P25の分子量を生化学的(電 気泳動法、ゲル濾過法)、物理化学的(沈 降平衡
法)に 求めた。電気泳動的に約30Kと 約27K、ゲル濾過的に約29K、沈降平
衡法では30.34土0,77Kであった。これらの分子量はアミノ酸配列と推定糖鎖
構造(3箇 所に高マ ンノース型糖鎖が付加)か ら求めた分子量(275～30K)
とほぼ一致した。これらの結果から著者は糖タンパク質としてのP25の主成分
の分子量を30Kと した。
③ 正常品種 と裸蝋変異種間の糖鎖付加様式の差異の解析
正常品種 と3種 の裸蝋変異種のP25(変 異種は部分精製標品)を α一1,2-
mallllosidase消化 したところ、変異種P25は移動度に殆ど変化はなく正常品種P25
は変異種P25と同じ移動度の単一のバン ドに収束した(Fig.1)。これよりα一1,2
結合したマンノースの付加様式の差が正常品種と変異種間の電気泳動的挙動の
差異の原因であること、さらに正常品種P25の2つ のバン ドの差異の原因でも
あることが示された。
TableI.DeterminationofthemolarratiosofH-chain,L-chainandP25inthe
fibroinsecretedintothePSGlumenandinthecocoonproteinsofJ-139,Nd(2),
Nd-s,Nd-s"
Fibroin
seretedinto
PSGlumen
J-139
Cocoonproteins
H-chain6.OSｱ0.035.97+0.215.92+0.316.19+O.276.07ｱ0.35
J-139
L-chain5.89ｱG.Ol5.88+Q.08
P2.511
lW2/1脇5/脇50
NDNDND
111
n=btimes,ｱ:standarddeviation,ND:notdetected
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第3章 フ ィプロイン基本単位の同定
著者の博士前期課程の研究からH鎖:L鎖:P25=6:6:1という分子比から
なる高次の複合体が後部絹糸腺細胞内輸送過程で構築されている可能性が示唆
されたがH-Lサブユニ ットの複合体の存在はこれまで報告されていなかった。
この複合体の存在を証明するために後部絹糸腺細胞からH鎖 内、H鎖 間水素
結合に影響を及ぼさない非変性条件下で凝集させないように可溶性画分を調製
し、ゲル濾過カラム(TSK-GELHW75-F)に供した。分取 したそれぞれの画分
と3成 分に対する特異抗体との反応性を調べたところ、H-Lヘテロダイマー画
分(fractiQn29)よりも明らかに高分子の画分{fraction22-24;標準タンパク質
として用いた β一conllectin(2,100K)の溶出画分(fraction25)よりもやや高分子
側}に 検 出さ れた ピー ク成分 にも これ らの抗 体 との 反応性 が認 め られ た
(Fig.2A)。fractiol123と24を回収し別のゲル濾過カラム(TSK-GELHW65-S)
に供 したところ単一のピーク(fractiolll4)として溶出され、Westerllblottingの
結果か ら3成 分ともこの画分中に含まれていることが示されたため、fraction
13-15を高分子複合体画分とした(Fig.2B)。
まず高分子複合体画分中に3成 分以外のタンパク質が含まれているか否かを
不連続濃度勾配ポ リアクリルアミ ドゲル電気泳動後、銀染色法により調べたと
ころ他成分は検出されなかった。次に3成 分の分子比を定量的ELISAにより求
めたところ予想通りH鎖:L鎖:P25=6:6:1であった。さらに5種 類の標準
タンパク質の溶出位置との比較から高分子複合体画分の分子量は約2.3x106で
あることが示された(Fig.3)。さらに分子の形に依存 しない分子量測定法であ
る沈降平衡法により分子量を求めたところ(2.17±0.12)x106であった。3成
分それぞれの分子量と分子比から算出したH6L6P251の分子量は約2.29x、106で
ありゲル濾過、沈降平衡法により求めた分子量 とほぼ一致 した。 これ らの結果
か ら著者は予想していたH6L6P251という高次の複合体(分 子量約2.3xIO6)が
後部絹糸腺細胞内に存在することを示すことが出来たと判断した。またこの複
合体が大量のフ ィプロインを細胞内輸送、分泌するのに適 した基本単位構造で
あると考え、「フ ィプロイン基本単位(theelemelltaryunitoffibroin)」と命名し
た。
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第4章 フ ィプロイン基本単位の構造解析
次に著者は高次の複合体である基本単位の構造を明らかにするために①複合
体の保持にどのような相互作用が必要なのか、②1分子しか存在しないP25及
び付加している糖鎖が基本単位中でどのように配置しているかを明らかにする
ことを目指した。
①複合体の保持 に必要 な相互作用の解析
基本単位精製標品(Fig.2Bfraction13-15)に様々な解離処理 した場合、基本
単位構造が保持されているか否かをゲル濾過カラム(TSK-GELHW65-S)から
の溶 出パタ ー ンと分取 した画 分に対するWestemblottillgによ り解析 した
(F量9.4)。
ジチオスレイ トール(DTT)処理によりH-L間のジスルフ ィド結合及びP25
の分子内ジスルフ ィド結合を切断するとL鎖 は完全に解離 して溶出されたが基
本単位は保持された状態で溶出された(Fig.4B)。この結果からP25の 分子内
ジスルフ ィド結合 とL鎖 の結合は形成された基本単位の構造保持に必須でない
ことが示されたb
TritonX-100処理によりP25とH鎖 及びH鎖 同士の疎水的な相互作用を解離
させたところ一部のP25が基本単位から解離して溶出され、基本単位も部分的
に崩壊 して900Kと450Kに相当する画分をピークとして溶出された(F壼g.4C)。
この結果からH鎖 とP25の疎水的な相互作用が基本単位構造の保持に関与して
いることが示唆された。
urea+TdtollX-100処理{こよりP25とH鎖 及びH鎖 同士の疎水的な相互作用
だけでなくH鎖 の分子内、分子間水素結合を解離さぜたところP25は完全に解
離 して溶出され、基本単位も完全に解離 しH-Lヘテロダイマー(約400K)に
相当する画分に溶出された(Fig.4D)。
N-glycosid公seFまたは lldoglycosidaseH消化により基本単位中のP25に付加
している糖鎖の切断を行なったところP25精製標品の場合(Fig.1)とは異なり
完全に消化されず部分消化されることがP25の 電気泳動的移動度から示された
(Fig.4F)。このように糖鎖を部分的に切断した場合、酵素を加えずインキュベ
ー トのみの場合(Fig.4E)とは異なり基本単位は部分的に解離して溶出され、
P25に付加 している糖鎖の一部がグリコシダーゼ消化を受けると、それに応 じ
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て基本単位の解離が起こることが示された(Fig.4F)。この結果から基本単位の
構造保持にP25に付加している高マンノース型糖鎖が関与 しているものと考え
られた。
以上の結果からP25(特に付加している糖鎖)はH鎖 と疎水的相互作用と水
素結合により6組 のH-L複合体をたばねることで会合体構造を保持しているこ
とが示唆されたためP25を"fibrohexamerin"と命名した。
② 基本単 位におけるP25の糖 鎖の解析
次に基本単位の構造保持という機能が示されたP25に付加 した高マンノース
型糖鎖が基本単位中にどのように配置されているかを明らかにするために、基
本単位に対する様々な解離処理がbiotinylatedConAとの反応性に及ぼす影響を
調べた(Table.n:)。未処理とDTT処 理の場合のように基本単位が保持された
ままの場合、P25精製標品の場合とは異なりbiotillylatedCol1Aとの反応性は認
められなかった。しか しurea処理、TritQnX-100処理、urea+TritollX-100処王里
により基本単位を部分的もしくは完全に解離させるとP25精製標品の場合と同
様に反応性が認められた。以上の結果からP25に付加 している高マンノース型
糖鎖は基本単位中に埋もれて配置していることが示唆された。
TableII.ReactivityofbiotinylatedConAtofreeP250rtoP25intheelementary
unitoffibroinafterdifernttreatments
FiguresinthetableareA490valuesofthesreptavidin-ARPreactionwithOPDsubstrate.
NQ往eatmentl3mMDTr2Murea2%Tr姓onX-1002%TlitonX-100
+2Murea
F1冠eP25〔}.221+0、 ⑪340344+00200.383土0.Ol20,282± ∫},0310.354土0.027
P25in2.3MDacomplex-0.013ｱ0.0050.04110.0140.405ｱ0.0110.24310.0360.372ｱ0.044
n=3times.十:standarddeviation
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Thepurifiedelementaryunit(A,isolatedasinFig.2B)wastreatedwith13mM
DTT(B),2%TritonX-100(C),2Mureaand2%TritonX-100(D),incubated
withoutaddinganenzyme(E),incubatedwithendoglycosidaseH(F),andthen
subjectedtothegelfiltrationchromatographyandWesternblottingasinFig.2B.
第5章 フイブロイン基本単位構築の場の解析
多くのタンパク質の細胞内輸送過程でERは 品質管理(qualitycontro1)の場
であること、正しい複合体の構築がERで の品質管理機構の一つであることが
報告されている。著者は基本単位構築の生理的意義がERか らGolgi装置への
輸送に不可欠なERで の品質管理機構基準に見合 った構造の構築である可能性
を想定し、①基本単位構築の場がERか 否かを明らかにすること、②ERに おけ
るP25の存在様式(量 、糖鎖の付加様式)を 明らかにすることを目的とした。
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①基 本単位構築の場の解析
スクロース密度勾配遠心分離法により後部絹糸腺細胞のオルガネラ.の分離を
試みた(Fig.5)。分取した各画分をER及 びGolgi装置マーカーを用いて純度検
定を行なったところERの 分離が示された(fraction9-13)。ER画分を注射針を
通 して物理的に破壊 して得た破砕液をサンプルとして2種 類のゲル濾過カラム
{TSKGELHW75-F(A)、65-S(B))に順次、供したところ予想通り基本単位画
分(fraction14)に相当するピーク'とが得られ、3成 分それぞれに対する特異抗
体 と反応性を示す複合体であるこ.とが示され、 これをER型 高次複合体画分
(fra¢tion13-15)とした(Fig.6)。この画分中に含まれる3『成分の分子比を定
量:的ELISAにより求めたところやはりH鎖:L鎖:P25=6:6:1であった(Table.
皿)。従ってER型 高次複合体は基本単位(H6L6P251)そのものであると判断し
た。これにより基本単位の構築の場がERで あるをことが示された、
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Fig.SFractionationofERfromPSGcellextractsbysucrosedensity
gradientcentrifugation.PSGcellextractswerepreparedbyforcingPSG
tissuestopassthroughanylonmesh(poresizelm.m)inO.25Msucrose-2
mMPMSF-TMK,andfurthertopassstimesthroughasyringefittedwitha
25-gaugeneedle.PSGcellextractswerecentrifugedin1,000gfor10min,
εmdthesupemat㎝twassulオ㏄tedむ⊃0.4周1.8Mlinearsucrosedensity
gradientcentrifugationat40,000rpmfor2h.Fractions(indicatedinA}were
collectedandsamplesfromeveyotherfractionweresubjectedtoassayfor
NADPH-cytochromeCreductase(ERmarker)anda-D-mannosidase(Golgi
marker).ProteinsineachfractionwereexaminedbyWesternblottingwith
anti-H-chain,anti-L-chain,anti-P25,andanti-calnexinantibody,respectively.
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②ERに お け るP25の 存 在 様 式 の 解 析
ER破 砕 液 全 体 に 含 ま れ る3成 分 の 分 子 比 を 定 量 的ELISAに よ り求 め た と こ
ろH鎖:L鎖:P25=3.33:2.86:1であ った(Table.皿)。この 結 果 か らER内
に は 基 本 単 位 に含 ま れ な いP25が 多 く存 在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。そ こ でER.
破 砕 液 を ゲ ル 濾 過 カ ラ ム(Fig.6)に供 し て 基 本 単 位 画 分 よ り低 分 子 側 の 画 分
(fraction25-32)を回 収 し、 これ をサ ンプ ル 溶 液 と して 定 量 的ELISAを行 な い 、
3成 分 の 分 子 比 を求 め た と こ ろH鎖:L鎖:P25=3.10:2.76:1であ った(Tab亘e。
皿)。 これ に よ りER内 に は 基 本単 位 に 含 ま れ な いP25が 多 く存 在 す る こ とが
示 さ れ た 。
ER破 砕 液 中 のP25の 糖 鎖 付 加 様 式 を 明 らか に す る た め 、 抗P25ポ リク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 いたWestemblotti119を行 った と ころER画 分(fraction9-13)中に
は 約30Kの バ ン ドの み 検 出 さ れ た 。 一 方 、 ス ク ロ ー ス 密 度 勾 配 遠 心 分 離 後 に
得 られ たGolgi装置 とERの 混合 画 分(fractiol11-8)中に は30-27Kのや や ス メ
ア ー 状 の バ ン ドが 検 出 さ れ た 。 これ らの バ ン ドは 全 てelldQglycosidaseH感受ll生
を 示 した(Fig.7)。これ に よ り約30Kの バ ン ドはER型P25で あ り27-30Kの
や や ス メ ア ー 上 の バ ン ドはGolgi装置 内 の グ リコ シダ ー ゼ(マン ノシ ダ ー ゼ)に
よ りプ ロセ シ ング を受 けたP25で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。
TableIII.DeterminationofthemolarratiosofH-chain,L-chainandP25in
differentPSGfractionsofB.〃20ガ」・139
FibroinPurifiedelementary
unitoffibroin
intotalcelluarintotalERinlowMwfromtotalPSGfromtotalER
extractextractfractionofERextractextract
extract*
H-chain3.24ｱ(.).383.33+U.36
レ 、h、i。2.72≡0212.86≡0.25
P251.UO1.UO
3.10+0.36
2.76+U.39
LOO
5.94+0.07
5.80;0.02
1.UO
_5.94+0.16
6.05ｱO.U9
1.UO
n=6tunes,ｱ:standarddeviation
*Sampleswerepreparedfromfractions(25-32)ofgelfiltrationchromatography
asshowninFig.6A.
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insecretedorER-retainedP25withendog{ycosidaseH.
P25purifiedfromPSGlumen(lanes1,3,5and7)or--2
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第6章総合考察
本研究は①P25の糖タンパク質としての性質を明らかにすること、②推定 し
た高次の複合体の存在の実証と諸性質を明らかにすること、③P25一特に付加
している糖鎖一の複合体における機能を明らかにすることによりフ ィプロイン
の細胞内輸送機構を推察することをを目的としたものである。
本研究からP25は α一1,2結合 したマ ンノース数の異なる2種 類の高マンノー
ス型糖鎖が3箇 所付加 していること、ER破 砕液中には高分子成分(約30K)
のみが存在していること、裸蝋変異種では低分子成分(約27K)の みがH鎖
と複合体を形成して分泌されることが示された。
一般的に分泌されるAsn結合型糖タンパク質は複合型、もしくは混合型であ
り、高マンノース型はER局 在タンパク質に多い。しかしこれまでに高マンノ
ース型の糖鎖をもつ分泌タンパク質がphytohemagglutillin(PHA)などで報告さ
れている。これらはタンパク質の立体構造によりG⊂)lgi装置内でのプロセシン
グ酵素が糖鎖にアクセス出来ないまま分泌されたものと理解されており、特に
IgMなどのように細胞内で複合体を形成して分泌されるタンパク質での報告例'
が多い。本研究によりフ ィプロインはER内 で高次の複合体一基本単位一が構
築されることが示され、糖鎖は基本単位中の内部に埋もれて配置していること
が示唆されたため、著者はP25が高マンノース型糖鎖を付加 している原因がER
での複合体構築によりGolgi装置でのプロセシングを殆ど受けずに分泌された
ためと考えた。このことはER抽 出液中には約30KのP25が検出されたが、Golgi
装置とERの 混合画分の場合、P25は27-30Kのスメアー成分として検出された
結果からも支持される。分泌型P25を精製後 α一1,2-1nalmosidase消化すると低分
子側のバン ドに収束 した結果と考えあわぜると分泌されたP25の 糖鎖付加様式
の異なる2種 類の成分のうち高分子成分(約30K)はER型{(Man)8-9(GlcNAc)2}
であり低分子成分(約27K)はGolgi装置での α一1,2-1nallnosidaseによる部分的
プロセシング型({((Man)5-6(GlcNAc)2})であることが示唆された。
フ ィプロイン分子複合体に関しては本研究から後部絹糸腺細胞のER内 で
H6L6P251の高次の複合体一基本単位一が構築されることが示された(Fig.8)。ER
でのこの高次の複合体構築の生理的意義として①繊維タンパク質であるH鎖 の
細胞内での凝集を妨げるような基本構造を構築すること、②ERで の品質管理
(qualitycOlltrol)機構の一つとして働いておりフ ィブロインの大量分泌に応じ
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た効率的な細胞内輸送(特 にERか らGolgi装置への輸送)に 適した基本構造
を構築することが考えられる。
タンパク質が細胞内輸送過程で凝集することは生理的に有害であるため、特
に 飾roinやcollagenのような凝集 しやすい繊維タンパク質の場合、特有のメカ
ニズムにより凝集化を免れているものと考えられる。
ERは 細胞内輸送過程で品質管理機構の場としての役割が報告されている。
具体的には正しいフォールデ ィング、糖鎖修飾、ジスルフ ィド結合、そ して複
合体形成である。一般的にこれらが上手くいかなかったタンパク質はGolgi装
置へ輸送されず分子 シャペ[コンの介添えにより正しい構造を形成されてから
Golgi装置へ輸送されるか、それでも正しい構造を構築できないものはプロテ
アーゼによる分解を受け、細胞の生理状態に適した品質管理をしているものと
考えられている。フ ィブロインの場合も3成 分それぞれのフォールデ ィング、
P25の正しい糖鎖修飾、H-L間のジスルフ ィド結合形成、そして6量 体の構築
により品質が管理されていると考えられる。効率的な細胞内輸送における複合
体形成の重要性はcollage11、IgM、influenzavirushemagglutinin(HA)、vesicular
stomatitisvirusglycoproteill(VSV-G)など多くのタンパク質複合体で報告されてお
りフ ィプロインの場合もやはり効率的な細胞内輸送に関わ っているものと考え
られる。
基本単位における低分子成分の役割についてはL鎖 の場合、.H鎖とジスルフ
ィド結合することが効率的な細胞内輸送に不可欠であることが裸蝋変異種を用
いた解析から示されているが、これはH鎖 に遊離の一SH基が存在するとERに
保持されることによるものと思われる。本研究からP25に付加している高マン
ノース型糖鎖が基本単位の保持に不可欠であることが示されP25も効率的な細
胞内輸送に不可欠であると考えられる。
本研究か ら糖鎖が複合体の保持に関与していることが示唆されたが、IgMの
場合、付加 している5つ の糖鎖のうち複合体形成に重要な1つ の糖鎖のみ他の
4つ とは異な り高マンノース型であり内部に埋もれて配置 していることが報告
されている。本研究の結果と考えあわせると糖鎖が各成分を束ねて複合体を構
築し、内部に埋もれることでGolgi装置での糖鎖のプロセシングから免れて複
合体が保持された状態で分泌過程が進行する可能性が考えられる。マンノース
付加数が異なる2種 類のP25が腺腔内で分泌されるが、高分子成分はER型 で
あり低分子成分はGQIgi装置内での部分的プロセシング型であることが示唆さ
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れた』.これが基本単位にはG61gi..装置のd-1,2一戯mno3idase感受性聖と抵抗性型
の2種 類が存在することを意味しているのか、基本単位qコの糖鎖がランダムに
Lα1,2-mannosidase.1肖.化.を部分的に受けるのか、.その実態に興昧がもたれる』現
在、.糖タンパク質の糖鎖に関して.は細胞間の認識や接蕎、細胞分化など多くの
生理機能が報告されているが細胞内輸送.過程での複合体形成.における機能が明
らかになってきたことは糖鎖の生物機能.を考える上で重要な.意味をもつと考え
られる。
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inaPSGcellanditsintracelluartranspｮrtandsecretion.
Inthismodel,anascentH-chainsynthesizedonthemembrane-boundpolysomeentersERand
formsadisulfidelinkagewiththeL-chain.TheH-LdimersandN-glycosylatedP25assemble
HsLsP25icomplexthroughhydrophobicinteractionsbetweenP25andH-chainsandby
hydrogen-boundingbetweenN-linkedoligosaccharidechainsofP25andH-chains.TheN-linked
highmannose-typeoligosaccharidechainsofP25mayexhibitmolecularchaperon-likebehavior
andfacilitatetheformationofastablecomplex;i.e.,theelementaryunitoffibroin.One
moleculeofP25containingthreeN-linkedhighmannose-typeoligosaccharidechainsissituated
internalllyinthiscomplex.TheelementaryunittransportedtotheGolgiappratus,where
processingofthehigh-mannose-typeoligosaccharidechainsofP25doesnottakeplace,oronly
partiallycarriedout,becauseofinaccessibilityofprocessingenzymestotheP25
01igosaccharidessituatedinternallyinthecomplex.Theelementaryunitisthensecretedintothe
lumenofPSG.Theelementaryunitensuressolubilityoffibroinduringtheprocessoftransport
throughthesilkgland血ntilthetimeofspi皿ingfromthetipoftheanteriorsilkgland.
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要約
1)α一1,2-mamlosidaseを用いた解析からカイコの正常品種のP25には α一1,2結
合したマンノース付加数の相違による2種 類の高マンノース型糖鎖が3箇
所に付加 していること、裸踊変異種ではマ ンノース付加数の少ないP25の
みがH鎖 と複合体を形成して分泌されることを示 した。また生化学的、物
理化学的な解析などから糖タンパク質としてのP25の主成分の分子量は約30
Kで あることを示 し、定量的ELISAによる3成 分(H鎖 、L鎖 、P25)の分
子比の算出が可能にな った。。
2)ER破砕液を2種 類のゲル濾過カラムに供することにより後部絹糸腺細胞の
ER内 でH6L6P251という高次の複合体(約2.3xIO6Da)一基本単位(the
elementaryunitoffibroin)一が構築されることを示した。
3)様六～な解離剤を用いた解析から基本単位の構 造保持にはL鎖 は必要なく
P25一特に付加 している糖鎖一が重要な役割を果たしていることを示し、P25
が効率的な細胞内輸送のための複合体構築に関与 していることを示 し、P25
を"fibrohexamerin"と命名した。
4)biotillylatedC⊂)nAを用いた解析からP25に付加 している糖鎖は基本単位中で
内部に埋もれて配置していること、ER破砕液中の糖鎖付加様式からP25の
糖鎖にはER型 のまま分泌される成分とGolgi装置で α一1,2-mannosidaseの作
用を部分的に受ける成分が存在することを示唆した。
5)ER破砕液の定量的ELISAによる解析からERに は基本単位複合体に含まれ
ないP25の存在が示唆された。
備考
本研究は以下に記す共同研究者の協力のもと行われた研究である。沈降平衡
法によるP25と基本単位の分子量算出は東京工業大学生命理工学科の有坂 文
雄助教授が超遠心装置の操作とデータ解析の一部を担当した。ゲル濾過用標準
タンパク質として用いた β一COllnectinは千葉大学理学部生物学科の木村 澄子
助教授から、細胞分画法のERマ ーカーとして用いた抗calllexin抗体は岩手大
学農学部の平 秀晴教授から、P25の糖鎖構造解析に用いた α一1,2-malmosidase
の発現株は本研究科分子酵素化学分野の〔P島 佑教授か ら、定量的ELISAに供
した外国産正常品種系統のカイコ(漸 江、セブエンヌ白、 トルコ黄繭)の 卵を
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樹博士から供与していただいた。また全てのカイコは当研究室の大友 耕平氏
が交配、採卵、醇化、飼育したものを用いた。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
カイコ(Bo肌6ッκmorのが生産する絹糸タンパク質の主成分 フィプロインは分子量約350KのH鎖,
分子量26KのL鎖,分子量約30KのP25の3種類のタンパク質で構成され,H鎖とL鎖は分子間ジスルフィ
ド結合で2量体 を形成 し,これにP25が非共有結合で相互作用 している。著者は博士前期課程の研究で
定量的ELISA法を用い,フ ィプロインが:H鎖:L鎖:P25=6:6:1の分子比の複合体として分泌される
ことを推定 した。本研究では糖タンパク質であるP25の糖鎖付加部位と糖鎖の性質を明らかにすること,
上記の複合体が後部絹糸腺(PSG)細胞内に存在することの立証と複合体の分子構築,さ らに細胞内の
複合体の形成部位を明 らかにすることを目指 した。
先ず,P25の糖鎖付加様式に関 してP25をリシルエンドペプチダーゼ処理後,逆相系カラムクロマ トグ
ラ フィーにより8つのペプチ ド成分を分離,こ のうちビオチン化ConAが反応する3成分を見いだし,
糖鎖がいずれ もN一グリコシダーゼFにより分解 されること,ア ミノ酸配列を決定 した結果,P25中の3
箇所の高マンノース型糖鎖付加 シグナル(Asn-X-Serπhr)部位に一致することを示 した。この他の5
種類のペプチ ドもア ミノ酸配列決定の結果全てP25のペプチ ドであることが判明した。 これらの結果か
らP25は3カ所の糖鎖付加部位に全て高マンノース型糖鎖が結合 した糖タンパク質であることが明らか
にされた。そして,糖タンパク質としてのP25の分子量をSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-
PAGE>,ゲル濾過,超遠心分離による沈降平衡法により30Kと決定 した。次にPSG組織を非変性条件下
で破壊 し,可溶性画分を得て,こ れを2種類のゲル濾過カラムで分画して,分子量約2.3Mの高分子複合
体を分離 した。この高分子複合体がH鎖6分子,L鎖6分子,P251分子からなることを定量的ELISA
で示 し,この3成分以外のタンパ ク質成分を含 まないことをSDSrPAGEで確認 した。これらの結果か
ら,得 られた高分子複合体をフィプロイン基本単位(elementaτyunitombroin)と名付けた。分離 し
た複合体はジチオスレイ トール処理でL鎖を遊離 しても高分子性を維持するが,2M尿素+2%ThtonXア
100処理でP25を遊離させると約370KのH一工2量体に解離すること,高濃度のエンドグリコシダーゼHあ
るいはN一グリコシダーゼF処理によりP25の糖鎖が部分的に分解されると1600～450Kに解離することが
示され,基本単位に1分子含まれるP25とその糖鎖が複合体の維持に必須であることが示された。 ビオ
チン化ConAは基本単位が解離する条件でないと反応出来ないことからP25とその糖鎖は6組のH-L2量
体の内部に埋 もれて存在するものと推定 した。さらに,PSG細胞からER(小胞体)と ゴルジ装置を分画
して分析することにより,基本単位はER中で形成され,ER型のP25糖鎖を含んだ状態でゴルジに移行
し,そこで一部のマンノース単位が α一1,2一マ ンノシダーゼにより分解されるが,基本単位の高分子性
を維持 したまま,PSG腺腔に分泌 されることを明ちかにした。
このように,著者は生化学的手法によりフィプロイン基本単位のPSG細胞内の存在 と形成部位,そ の
構築にP25とその糖鎖が必須であることを明 らかにし,フィプロインが3成分のタンパク質からなるこ
との生物学的意義を初めて明らかにしたことから,審査員一同著者は博士(農学)の 学位を授与される
に充分の資格を有すると判定 した。
一225一
